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SÁAAENVATTIN6
Na de voltooiing van het sequencen van het gehele genoom van de Gram-positieve bacterie
Bacillus subtilis, werd een collectie van mutanten gemaakt voor alle genen met een onbekende
functie. Als een onderdeel van een spin-off project van dit Bacillus subtilís genfunctie analyse
project, het BACELL Netwerk project, hebben we de algemene regulatoire gen-netwerken
bestudeerd, die deze bacterie in staat stellen te reageren op veranderende omstandigheden in haar
milieu. We hebben ons specifiek gericht op één van deze adaptaties: het genetisch bepaalde
vennogen om transformeerbaar te worden (genaamd competentie). In deze context hebben we ons
gericht op het karakteriseren van genen die coderen voor regulatoire eiwitten die betrokken zijn bij
de ontwikkeling van competentie. Een aantal nieuwe genen betrokken bij dit proces werd ontdekt
gedurende dit project, namelijk het yjbF gen en het bicistronische operon bdbcD. De expressie van
deze genen wordt gereguleerd door de sleutelfactor voor competentie, ComK. Echter, ze zijn niet
direct betrokken bij de regulatoire cascade die leidt tot competentie, gezien het feit dat disruptie van
deze genen noch invloed heeft op de transcriptie van het comK gen, noch op de stabiliteit van het
ComK eiwit. Beide loci lijken betrokken te zijn bij de late stappen van het competentie proces. Van
BdbC en BdbD werd aangetoond dat ze nodig zijn voor de stabiliteit en de correcte functie van
ComGC, een eiwit dat deel uitmaakt van het DNA-bindings- en -opname apparaal, en dat een
zwavelbrug bevat. Ondanks de aangetoonde rol van YjbF in competentie, kon er geen duidelijke
doel van YjbF worden gevonden. Zowel de extracellulaire BdbCD eiwitten, als de cytoplasmatische
thioredoxine TrxA, leverden een nieuwe invalshoek in de regulatie van competentie op: het belang
van de aan- of afivezigheid van zwavelbruggen in sommige van de eiwitten betrokken bij dit proces.
Waar BdbC en BdbD klaarblijkelijk van belang zijn voor het vormen van zwavelbruggen in
membraaneiwitten, is TrxA betrokken bij het voorkomen van de vorming van zwavelbruggen in
cytoplasmatische eiwitten. Inderdaad lijkt TrxA noodzakelijk te zijn om ComS in een ongevouwen
toestand te houden. Deze bevindingen duiden erop dat het evenwicht in de redox toestand van
belang is voor het correct functioneren van regulatoire netwerken. Competentie ontwikkeling biedt
het eerste voorbeeld van het belang van zwavelbrug-formatie in een ontwikkelingsproces in B.
subtilis.
Regulatoire netwerken die leiden tot specifieke adaptaties in B. subtilis zijn gewoonltjk erg
complex, en de regulatie vindt plaats op meerdere niveaus. Deze adaptaties maken gewoonlijk niet
gebruik van een unieke set eiwitten, maar delen gezamelijke regulatoren. Met als doel ons begrip
van de verwevenheid vaÍ deze regulatoire netwerken te vergroten, hebben we een eerste poging
ondernomen om de mechanismen verantwoordelijk voor het optreden van heterogeniteit in de
expressie van het sleutelgen voor de regulatie van competentie, comK, te begrijpen. Een belangrijk
gereedschap in deze analyses was het bestuderen van een belangrijk reportergen voor competentie
(comG) in individuele cellen. Aangezien de productie van één van de voomaamste uitgescheiden
eiwitten, AprE (subtilisin), een aantal regulatoren gemeen heeft met het proces van competentie
ontwikkelingen (namelijk SinR, DegU, AbrB/Spo0A), hebben we ook een analyse van expressie
van aprE in individuele cellen uitgevoerd. Gedurende deze studies werd een nuttige manier
ontwikkeld om heterogeniteit weer te geven. Onze voorlopige resultaten geven aan dat het niet
waarschijnlijk is dat de bekende quorum-sensing regulatie van belang is voor zowel de
ontwikkeling van heterogeniteit in competentie, als de productie van subtilisin. Opvallend genoeg,
lijkt geen van de bekende regulatoire mechanismen van ComK niveaus exclusief verantwoordelijk
te zijn voor de fenotypische heterogeniteit in een competente B. subtilís culture. Dit heeft ons doen
concluderen dat er nog een ander, op dit moment onbekend, niveau van regulatie is, dat
medeverantwoordelijk is voor het optreden van heterogeniteit in competentie ontwikkeling.
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